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 要約 
Alternative splicing of FBP-interacting repressor coordinates c-Myc,
P27Kip1/cyclinE and Ku86/XRCC5 expression as a molecular sensor
for bleomycin-induced DNA damage pathway
(FBP-interacting repressorの選択的スプライシング変化はブレオマイシンに
よるDNA損傷に伴う c-Myc, P27Kip1/cyclinE, Ku86/XRCC5の発現を調節し
ている)
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DNA損傷は細胞の生死の決定や癌化に関与することが知られている。
c-Mycや P27Kip1は細胞増殖、細胞死、細胞周期に重要であるが DNA損傷
修復の際にどのように制御されるのかについては不明な点が多い。我々は 1)
大腸癌組織では c-Myc遺伝子転写抑制因子 FBP-interacting repressor (FIR)の
転写抑制部位(exon2)を欠損したスプライシング変異体（FIRΔexon2）が高発
現し正常型 FIRを拮抗阻害して c-Mycの発現増大が誘導されること、2) FIR
と細胞周期制御因子 P27Kip1がいずれも SAP155（SF3B1）により選択的ス
プライシングされることを報告した。以上の背景をもとに本研究ではブレ
オマイシンによる DNA 損傷が FIR の選択的スプライシングと c-Myc と
P27Kip1の発現変化、FIRと DNA損傷修復蛋白質との相互作用に如何に影
響するかについて、免疫沈降法と質量分析法により検討し、DNA損傷と
c-Mycと P27Kip1の発現を集約するメカニズムを明らかにすることを目的
とした。
本研究の方法として、1）FIRと相互作用する蛋白質は FIR-FLAGの安
定発現HeLa細胞の核抽出タンパクをFLAG抗体ビーズで免疫沈降し質量分
析方法（LC-MS/MS）により同定した。2）15例の肝癌組織を用いて癌部と
非癌部におけるFIRとKu86の発現を免疫染色とウェスタンブロットにより
比較した。3）ヒト癌細胞を用いて、ブレオマイシン処理による DNA損傷
に対する FIRアデノウイルスベクター(Ad-FIRΔexon2）や FIR siRNAの影響
を調べた。4) 上記 1）で同定された DNA損傷修復蛋白質（Ku86/Ku70）や
P27Kip1、c-Myc、SAP155等の発現変化をウェスタンブロットと免疫組織化
学的染色方法で検討した。DNA損傷の程度は DNA損傷マーカーγH2AXの
発現で示した。5）ブレオマイシンを用いて各種ヒト癌に DNA損傷を誘導
して FIRΔexon2/FIR mRNAの比を RT-PCRで調べた。
その結果として、以下の成果を得た。(1)FIRは Ku86/Ku70と免疫沈降
により共沈した。さらに FIRと Ku86は肝癌組織で高発現していた。(2) FIR
の siRNAでは Ku86/Ku70の発現が低下した。逆に、Ku86/Ku70の siRNAで
はFIRの発現は低下した。(3) 肝癌細胞株でブレオマイシン処理によりDNA
損傷を与えると、FIRΔexon2/FIR mRNAの比は上昇し、Ad-FIRΔexon2 は
c-Myc, Ku86, P27Kip1のタンパク質発現を上昇させた。(4)ブレオマイシン処
理単独では P27Kip1は発現低下したが、ブレオマイシンと Ad-FIRΔexon2
の同時処理ではγH2AX 、P27Kip1は発現増大した。（５）c-Myc遺伝子転写
抑制因子FIRはブレオマイシンによるDNA損傷誘導によりスプライシング
変化が誘導された。さらに FIRは DNA損傷修復タンパク質 Ku86と相互作
用することが示唆された。
以上から本研究により、FIRが DNA損傷部位に集積(リクルート)され、
ブレオマイシンによる DNA損傷を感知して c-Myc, P27Kip1/ cyclinE, Ku86
の発現を調節し DNA損傷修復に関与している新規メカニズムが示唆され
た。
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